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ipoacusias Sindromicas y No Sindromicas.

Su estudio genético y diagndstico molecular.

OBJETIVO:

Podemos analizar CUALQUIER gen conocido.
Desde UNO en particular a TODOS los genes
relacionados con Hipoacusia.

La pregunta clave es: qué estudio? Para qué?

Sli.do

vividalamon@gmail.com



=  QUE ES LO QUE QUEREMOS CONOCER AL REALIZAR EL

ESTUDIO GENETICO?

v Causa: v Tratamiento:

« Puedo “predecir” la aparicion de la

« Por qué mi hijo es hipoacusico si no

hay antecedentes en la familia? patologiay su severidad?

« Puedo predecir la evolucion?

« Por qué todos en mi familia son , ,
« Puedo predecir la respuesta al implante

hipoacusicos? . :
cocleare O al menos dimensionar las
* Puede ofro hijo ser hipoacusico® expectativas del paciente y su familia?2

« Se trata de una neuropatia genética?e

vividalamon@gmail.com



&  QUE ES LO QUE QUEREMOS CONOCER AL REALIZAR EL

ESTUDIO GENETICO?

v Monitoreo:

 |dentificar enfermedades genéticas tempranamente, por lo que su tratamiento puede

comenzar lo mas rapidamente posible.

« Unresultado negativo puede eliminar la necesidad de monitoreos constantes.

« Se trata de una forma sindromica aun no diagnosticada? Es éste el sindrome?

v' Decisiones:

 Puede ayudar a la familia y al profesional a tomar decisiones sobre el control y el manejo

de la salud del afectado vy sus parientes.

vividalamon@gmail.com



—re———— ipoacusias Sindrémicas y No Sindrémicas.

Su estudio genético y diagndstico molecular.

OBJETIVO:

‘Encontrar el GEN causal de la patologia.

* Entender el desarrollo de la hipoacusia.

‘Predecir su evolucidon y/o respuesta al tratamiento.




Mas de 100 Genes
involucrados en la
traduccion del
sonido en senal

g electrica
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= BRINDAR INFORMACION SOBRE LA RESPUESTA AL
IMPLANTE DE COCLEA.

Los casos mads estudiados:
Neuropatia auditiva

‘.PJ VK

vividalamon@gmail.com



‘_—4

N

B HIPOACUSIAS

*clinicamente heterogéneas

1/500-1000 ~

Cudles son
geneticas?

Causas NO genéticas Causas genéticas
50% 50%




/,ﬂ

Z

Potencialmente cualquier paciente es 30% 70%
CANDIDATO al estudio genético. Sindromica NO sindromica
Es FUNDAMENTAL la historia clinica

400 sindromes
completa.

Causas NO genéticas

La mayoria de los casos son causados por mutaciones puntuales en UN gen.

Hereditary Hearing Loss website: http:// hereditaryhearingloss.org




70%
NO sindromica

75% 20-25%

Autosomica | Autosdmica

RECESIVA . . DOMINANTE
y

1-5% Ligada al cromosoma X
y mitocondrial

_ Cdémo se presentan en el consultorio?

Con padres SANOS CON ANTECEDENTES

Es probable que haya portadores Es probable que haya mas
afectados en la flia

Y 1
SRS
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Hip. PRELINGUAL Hip. POSTLINGUAL
severa-profunda HAY EXCEPCIONES!! progresiva-moderada

Cdémo se presume serd la severidad y edad de aparicion?

_ Cdémo se presentan en el consultorio? _

Con padres SANOS CON ANTECEDENTES
Es probable que haya portadores Es probable que haya varios
afectados en la flia

Y 1
SRS




Estudios Estudio de Ultima
Clasicos generacion

\ 9

IO TODOS LOS NES? UNO?

Se de )
ys FCR QUE TECNICA?

POR DONDE EMPIEZO?




CONSULTA GENETICA: DN

ALGORITMO DE ESTUDIO

’ 4

Estudios
Clasicos

$

Se decide un GEN CANDIDATO
y se secuencia. Se buscan
mutaciones reportadas




ADN
nuclear

ADN
mitbcondrial

N

GTCCGCG

T CAGGCTCGGT
GTCCGCG
GTCCGCG
GTCCGCG

TACAGGCTCGGT
TACAGGCTCGGT
TACAGGCTCGGT

GTCC TACAGGCTCGGT
GTCC CAGGCTCGGT
GTCCG CAGGC TCGGT
GTCC

CAGGCTCGGT
CAGGCTCGGT
clclomlotclchn
CAGGCTCGGT
CAGGCTCGGT
TACAGGCTCGGT
TACAGGCTCGGT
TACAGGCTCGGT
TACAGGCTCGGT

GTCCG
GTCCGC
GTCC
GTCCG
GTCCGCG
GTCCGCOCG
GTCCGCG
GTCCGCG



,‘.‘, PRIMER ESTUDIO: MUTACIONES CONOCIDAS

FRECUENTES

4
- 4

7 %
Hipoacusias 75% Autosomica
NO sindromicas recesiva

o oror N
MT-RNR1 3 mutaciones
Aminoglucosidos

Ssom >

GJB6 (Conexina 30)

Diagnostican
10-30% de los
pacientes



' PRIMER ESTUDIO: RASTREO INICIAL

Se estudiaron

de los pacientes fueron

diagnosticados analizando los
4 genes incluidos
GJB2
GJB6
OTOF
GIB2- whole gene (2exons)  GIB6- de.(ems-o;smo) Y MT-RNR1

del(GJB6-D1351854)

W analyzed patients
genotyped patients
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212201

) B | |

6

AR

32]

T —...
—"1 F elllaborcﬂorio detectamos 43 VARIANTES
GENETICAS en los genes GJB2 y GJB6

W |VS+1 G>A

ML10P

mS19T

| V271

M M34T

M E47X

M R75Q

i 167delT

M A78S

u F83L

u L90P

M VI5M

u G109V

u del120E

W E129K

4 V153]

4 MT63L

4 KT68R
V190D
1C211Y

1 Q829X (OTOF)
1 del(GJB6-D1351854)

H T8M

G112V

W 20T

i 35delG

M V37l

HR75W

M W77R

M c.233InsG

M 182M

1 V84L

i C.269insT

W c.312dell4nt
1c.333delAA

MR127H

M RT143W
1 G160S

U MT63V

M R184P
'N206S
1C.682 C>T (3"UTR)
1 del(GJB6-D1351830)




Screen‘iﬁg de mutaciones en los genes GJB2 y GJB6 por
secuenciacion y PCR-gap.

B 25-30% mutaciones en
j ariation » GJB2/GJB6

5-10% portadores

biallelic

variations

'

70% sin diagnosticar




Construct

shotqun library Hybridization
-~ e

» P11 »

yenomic DNA Fragments

Pulldown

Mapping, alignment,
variant calling DNA sequencing Captured DNA

Nature Reviews | Genetics
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SECUENCIACION
EXOMICA?

De toda la informacion recibida , se analizan los genes relacionados con

HIPOACUSIA.
Si la mutacién esta en OTRO gen... Se tiene TODA la informacién para

seguir buscando todas las veces que sea necesario...
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GENES
Autosémicos
Dominantes (DFNA)

Autosomicos
Recesivos (DFNB)

ADCY1 BDP1 BSND CABP2
CDC14A CDH23 CIB2 CLDN14 CRYM DIAPHT KCNQ4 GJB3
CLICS5 COL11A2 DCDC2 ELMOD3 MYH14 CEACAMI16 WFST COCH
EPS8 EPS8L2 ESPN ESRRB FAM65B EYA4 MYO7A COL11A2 POUA4F3
GIPC3 GPSM2 GRXCR1 GRXCR2 MYH? ACTGT MYO6 SIXT SLC17A8
ILDR1T KARS LHFPLS OTOA OTOF GRHL2 NLRP3 P2RX2 CCDC50
OTOG OTOGL PCDHI15 PNPTI MIRN96 TJP2 TNC SMAC DIABLO
PTPRQ RDX RORT S1PR2 TBC1D24 CD164 OSBPL2 HOMER2
SERPINB6 SLC22A4 SLC26A4 COL11A2 MCM?2 KITLG DMXL2 DFNAA48
SLC26A5 STRC SYNE4 TBC1D24 TMCI MYOTA AUNAT DIAPH3 DFNXI
TMEM132E TMIE TMPRSS3 TPRN TECTA DFN2 PRPS1T DFNX2 DFN3 POU3F4
TRIOBP TSPEAR MET MSRB3 DFNX4 DFN6 SMPX DFNX5 AlIFMI
MYOT15A MYO3A MYOé6 NARS2 COL4A6 LMXTA NEDD4 NEDDA4L
LRTOMT COMT2 MARVELD2 NEFH
LOXHDT USH1C WBP2 WHRN (59 genes)
DFNXS5 AIFM1 MPZL2 LARS2

(70 genes) PRPS1

POU3F4
SMPX
COL4AS
AlFM1

vividalamon@gmail.com

Ligados al X (DFNX)



FT-’ — ncia Autosomica recesiva: 70 l

| e
Genes de herencia Autosomica dominante: 55 ‘ i

HISTORIA CLINICA COMPLETA

aparicion

Progresion Forma del
audiograma

Severidad




WHOLE EXOME SEQUENCING
(WES)

i€ only took you _\ 5
65299 seconds i s

!

Como encontrar
la/las mutaciones
causalese




P

Consraﬂ;)c\*ienS,
it only took you ¢
65299 seconds IS8 ¢ N
4
/

FILTRADO

v

150 GENES
ESPECIFICOS
SORDERA

TIPO DE HERENCIA
Dominante
Recesivo
Ligado al X

TIPO DE VARIACION
Missense / nonsense
Frameshift
Splicing

FRECUENCIA DE LA en
POBLACION “NORMAL”
<1%

5 bases de datos distintas

ANALISIS

Qué le hace la mutacion

a la proteina?
7 predictores
bioinformaticos

Qué se sabe ya de esa
mutacion? Alguien la
reportod antes?

Se correlaciona lo que
encontré con la clinica?

Segregacion en la
familia



CASOS




INCIDENCIA \.

1/1000
I
. v_
CAUSAS NO GENETICAS CAUSAS GENETICAS
50% SQ%
30%
SINDROMICA Se analizan los genes reportados
(400 sindromes)

Sindromes Genes
Usher (retinitis) CDH23-CIB2-CLRN1-GPR98-MYO7-PDZD7-PCDH15-USH1C-USH1G-USH2A-WHRN-HARS
Pendred (bocio) SLC26A4-FOXIT-KCNJ10
BOR (alteraciones renales y braquiales) EYAT1-SIX1-SIX5
Jervell and Lange Nielsen (QT largo) KCNE1-KCNQ1
Stickler (articulaciones, vista) COL2A1-COL9A1-COL9A2-COL11A1-COL11A2-LOXL3
Treacher Collins TCOF1- POLR1C- POLR1D
Alport (renal) COL4A5-COL4A3-COL4A4
Alstrom (retinitis, obesidad, diabetes) ALMS1
KID (dermatolégico) GJB2
Waardenburg PAX3-MITF-SAIN2-KITLG-SOX10- EDN3- EDNRB




ranchio-oto-renal
Autosomica Dominante

Afecta cuello ( ), oido externo ("115)

Alteraciones de Oido medio e inferno

Malformaciones (hipoplasia leve-agenesia bilateral)
Clinicamente es muy heterogénea (expresion intrafamiliar variable)

‘= . " . . Hipoacusia

. Fistulas cervicales

. . . . . . . Fositas preauvriculares

Patologia renal

(1:40.000)

. N A AdA
L/ Sl N

. Trastornos del habla
Paladar hendido

N\



250 1: SINDROME DE BOR =

Genes EYAT -SIX 1 -SIX5

SECUENCIACION EXOMICA

45 variaciones en los 3 genes

o L /O

Se confirma por

O ) - olninle secuenciacion de SANGER

en todos los miembros de

N D EE la familia.

N\




B. Inner ear cell close-up views
CASO ! )

N adulta con SOSPECHA sindrome de USHER

»

N , =%
g o et e
» 2 %
,‘\?// L€\ W\

e s

WES
94537 VARIANTS

135 variantes en los
12 genes de USHER

Tip llnk /,f” Protocadhenn 15

4 > ]
Py | o
. | plag

L.

G

SANS/USH16G

#&‘o

n
=
3

ClB2
USH2A

ADGRYLIGPROE) :

/PDZD7 i NC '

Fillrado y andilisis

Horizontal
o top links WHRN
CLRN1 : 2 A
% | ‘ : - # 2 variantes patologicas
i ' V) 3 B P en

- ' -

Se diagnostica con certeza el caso de
USHER en la paciente. Proteinas truncas
Se descarta de riesgo al hermano. Patogenicas
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CASO 3
WES 89851 variantes . . " HipOGCUSiQ
FILTRADO MODERADA
POSTLlNGQAL
150 GENES NO SINDROMICA

GENES ESPECIFICOS

390

\ 4

Resultdo FUNDAMENTAL contar
B con otros AFECTADQOS de la
familia.

)|

n® O LTl
+

TIPO DE VARIACION

40

FRECUENCIA DE LA
VARIACION <1%

- O+



- CASOWRE

FS posible RE-DIAGNOSTICAR al paciente

Hipoacusia No sindrémica
Post-lingual profunda

2 MUTACIONES

. « en el gen

Mut/ Mut Mut/ Mut

Sindrome de Perrault :
falla ovdrica? Infertilidad?
Neuropatia periféricae Ataxia?




' NINa con hipoacusia progresiva, CASO 5Y 6

con implante coclear bilateral.
Sin signos asociados.

Analisis | :
genes recesivos

Analisis 2:
NINO con hipoacusia genes dominantes
congénita severa profunda.
Sin signos asociados. Andlisis 3:

genes sindromicos

‘En AMBOS casos se puede PREDECIR el desarrollo de la patologia

y la aparicion de signos visuales!
°E instavurar la terapeuUtica en forma PRECOZ
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CASO 7

SOSPECHA DE SINDROME DE BOR

Genes EYAT -SIX 1 -38IX5

WES: 90534 0
VARANTS 4 s VARIANTS

Gen Mutaciones puntuales
Duplicaciones
evar(on) | so% (%)

s 2.5
wagm  on ]

S no encontramos mutaciones en [os genes
estudiados...puedo sospechar gue no es un BOR<



S no se detectan mutaciones por
secuenciacion exomicae Significa

que NO es genético?

‘Mutacion en un GEN no estudiado! (Andlisis de frios)
‘Mutacion en una zona del gen NO estudiada
(oromotor, intron, etc...)

‘No es una mutacion puntuall Necesito OTRA técnica



MR- e —————T .
uuuuuuuuuu
Ntro Exons

Secuenciacion e - Para mutaciones
puntuales o pequenas

exomica

en UN gen.

 Generalmente para grandes
deleciones o duplicaciones
* Involucra todo un exén o incluso

Zondas con vdarios genes

Array d e s N PS Somatic chromosome 5 deletion




o —— \
(AMPLIFICACION MULTIPLE DE SONDAS LIGADA

NoO hay exones
delecionados ni
duplicados en el gen EYAT

CGH
Comparative Genome Hybridization
/Hibridaciéon gendmica comparada

No hay zonas delecionadas ni
duplicados en el cromosomao
3

| CASO 7: BOR ™=

)




* CASO 7: BOR ™=

Genes EYAT -SIX 1 -SIX5 0 VARIANTES

Mutaciones puntuales Deleciones/
- . L] L]
P Duplicaciones

100%
100%




S— RESULTADOS-
TASA de EXITO:

- nUmero de genes a andlizar (sindromicos) EXOMA
- familires afectados para realizar segregacion
- fundamental historia clinica completa

® VARIANTES DE

100% -
SIGNIFICADO
75%, - INCIERTO
= GENOTIPIFICADO
507% -
25% -
0%

Familiar Aislado Familiar No- Aislado No-
Sindromico Sindromico Sindromico Sindromico



CONCLUSIONES

« El estudio de pacientes mediante secuenciacidon masiva
permite abarcar todos los genes relaciones con hipoacusia,
enconftrar variantes reportadas y nuevas.

« Establecer el diagndstico genético permite predecir lo
evolucion de la patologia, decidir sobre el fratamiento,
como asi fambien permitir el asesoramiento genético para
futuras generaciones.

 El algoritmo de estudio implementado en nuestro laboratorio
resultd EFECTIVO y EXITOSO para estudiar y evaluar a los
pacientes con hipoacusia en la ARGENTINA.



Dra. Viviana Dalamon

vividalamon@gmail.com




